





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































目的：通过建立脑缺血再灌注大鼠模型，观察神经干细胞(Neural Stem Cells, NSCs)
移植对脑缺血再灌注大鼠纹状体梗死区域新生细胞以及侧脑室下区内源性 NSCs
增殖分化的影响。 
方法：通过提取孕 14 天胎鼠海马，利用悬浮培养法分离培养鼠源性 NSCs。缺血
模型构建成功后 24 小时，在脑立体定位仪引导下向左侧纹状体注射 NSCs。将实
验大鼠随机分为正常组、假手术组、缺血模型组（以下简称缺血组）、缺血移植
PBS 组（以下简称 PBS 组）和缺血移植神经干细胞组（以下简称 NSCs 组），分







1、 NSCs 组较 PBS 组的右侧肢体偏瘫程度减轻。 
2、 TTC 染色：NSCs 组较 PBS 组的脑梗死面积明显减小。 
3、 尼氏染色：PBS 组的缺血区有大量的神经元坏死，损伤主要集中在纹状体，
NSCs 组神经细胞的变性损伤范围明显减少。 
4、 Tunel（细胞凋亡染色）：NSCs 组在各时间点的凋亡阳性细胞数均少于 PBS
组。 
5、 免疫荧光双标：SVZ 区内源性神经干细胞在第 3 天开始出现增殖，第 7 天到
达 高峰，第 14 天明显减少。其中，NSCs 组较 PBS 组的 Brdu/NeuN 数目明
显增多，差异有统计学意义（P<0.05）。NSCs 组较 PBS 组的 Brdu/GFAP 数目
明显减少，差异有统计学意义（P<0.05）。PBS 组纹状体可见大量 Brdu/GFAP

















1、 移植 NSCs 后，神经功能缺失症状以及协调能力得到了明显的改善。 
2、 移植 NSCs 后，可能促进 SVZ 区的内源性 NSCs 向神经元方向分化，减少向
胶质细胞方向分化。 
3、 移植 NSCs 后，可能改变了缺血区纹状体的微环境，使得胶质细胞增生的趋
势减弱。 


















To observe the effects of neural stem cells transplantation in rats’ striatum and 
subventricular zone on rat models of focal cerebral ischemia and reperfusion. 
Method: 
Hippocampus was extracted from fetal rat pregnant 14 days. Suspension culture 
was used to isolate rat NSCs, identified with Nestin. The left side of the brain that 
produce cerebral ischemia 90min reperfusion model was made by middle cerebral 
artery occlusion method. Neurologic signs were assessed by By Zea Longa five 
quartering method, 1,2,3 level will determine the success of the model in rats. Neural 
stem cells were injected under the left striatum 24 hours after a successful stereotaxic 
instrument was built. The rats were randomly divided into normal group, sham 
operation group, model group, PBS group and ischemic graft ischemic neural stem 
cell transplantation group, which were observed in 3 days, 7 days, 14 days. Use a 
7-point evaluation criterion to assess the ischemia-induced neurological deficits; 
Forelimb damage to all the animals were evaluated with the foot-fault approach; 
Changes in infarct size was observed by TTC. Cell morphology and structure of the 
stroke side were investigated by Nigeria dyeing results; apoptosis and 
apoptosis-positive cell counts were studied by Tunel assay; Expression under the 
cortex and striatum and lateral ventricle area (SVZ) were observed by Brdu/NeuN, 
Brdu/GFAP, fluorescent double standard method. Positive cells were calculated by 
statistics.  
Results:  
1. The right hemiplegia was occurred in model group, saline group and neural stem 
cells group in varying degrees. TTC: compared to that of PBS ischemic transplant 
group, rats in ischemic transplantation of neural stem cell group have a smaller 
infarct volume.. 
2. Nissl staining there was a large area of necrosis and apoptosis of neurons in 
ischemia group ischemic area. Damage mainly focused in the cortex and striatum. 
Degeneration of nerve cells damage range was significantly reduced in ischemic 
















3. Tunel (apoptosis staining): the apoptosis of positive cells of ischemic 
transplantation of neural stem cell group were less than that of ischemic transplant 
PBS group at each time point. 
4. Double immunofluorescent labeling: In the SVZ region, endogenous neural stem 
cell proliferation began at the third day, and reached the peak at seventh day, at the 
14th day, it was significantly reduced. Among them, the number of Brdu/NeuN 
increased significantly in ischemic neural stem cell transplantation group compared 
with PBS ischemic transplant group (P <0.05). the number Brdu/ GFAP 
significantly reduced in ischemic neural stem cell transplantation group compared 
to that of PBS ischemic transplant group, the difference was significant (P <0.05). 
5. A large number of cells in the cortex and striatum Brdu/GFAP was found positive 
in PBS ischemic transplant group, while it was significantly reduced in ischemic 
neural stem cell group. 
Conclusions: 
1. Both neurological deficits and coordination capacity of rats with cerebral ischemia 
have been significantly improved via transplantation of neural stem cells.  
2. Transplantation of neural stem cells can possibly promote the differentiation of 
endogenous NSCs into neurons, and reduce the differentiation towards glial cells. 
3. Transplantation of neural stem cells may change the ischemic microenvironment of 
striatum, which possibly inhibits the proliferation of glial cells. 
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有约 800 万急性脑卒中患者，其中每年有超过 150 万患者死亡[1,2]。具有发病率
高、致残率高以及死亡率高的特征。目前的治疗方法主要是减少神经元的凋亡，
改善缺血区域的微环境，促进受损神经元的功能恢复。临床一般采用组织型纤溶








导多能干细胞(induced Pluripotent Stem Cells, iPSCs)、胚胎干细胞(Embryonic 








多能性不如 iPSCs 和 ESCs，但是目前没有形成畸胎瘤的相关报道，而且也避免
了伦理道德方面的问题，因此越来越多的疾病研究把目标放在了 ASCs。ASCs
包括：NSCs、骨髓间充质干细胞（Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells, 























血的治疗带来了新的希望。目前 NSCs 治疗脑缺血主要有两个途径：外源性 NSCs
移植和内源性NSCs的激活。成年哺乳动物脑组织中的神经干细胞群主要分布在：
脑室区（Ventricular Zone, VZ）、侧脑室下区（SVZ）和海马齿状回（Dentate Gyrus, 
DG）。成年哺乳动物包括人在内的 SVZ 和 DG 的细胞终生具有分裂增殖的能力。
在缺血等某些因素的作用下，可刺激内源性 NSCs 的激活、增殖、迁移和分化，


































实验动物：孕 14 天 SD 大鼠（由南京医科大学实验动物中心提供） 
1.1.2 主要试剂及相关溶液配制 
（1）兔抗大鼠 Nestin 单克隆抗体，Abcom 公司产品 
（2）DMEM/F12 培养基（1:1），美国 Gibco 公司产品 
（3）B27，美国 Gibco 公司 
（4）N2，美国 Gibco 公司 
（5）表皮生长因子（EGF），Pepro Tech 公司 
（6）碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）, Pepro Tech 公司 
（7）0.1MPBS(PH 7.2-7.4) 
     Na2HPO4.12H2O   6.0 g 
     Na2HPO4.2H2O    0.4 g 
     Nacl             9.0g 


























1）断头处死孕 14d 大鼠，70%酒精浸泡全身； 
2）剖开腹部，取出孕 14d 胎鼠； 
3）在无菌超净工作台内，将胎鼠放在预先装好冰块的冰槽上，用眼科镊将颅骨
撕开，分离脑膜，暴露左右大脑半球。然后用显微镊分离双侧海马组织，将取好
的海马组织放入盛有 PBS 培养皿中，仔细去除血管和血丝，并用 PBS 溶液反复
冲洗。 
4）用显微剪将海马组织剪碎(约 1 mm3)，用移液管轻轻吹打成单细胞悬液，尽量
吹灯均匀。然后将单细胞悬液置于 400 目细胞筛过滤，以 1000 r/min 离心 3-4 min，
弃上清，加入 DMEF/F12 完全培养基（DMEM/F12 基础培养基+20 μg/L EGF+20 
μg/L bFGF+2% B27+2%N2）重悬； 
5）以 5×108L-1 的浓度接种于 5 cm×5 cm 的培养瓶中，送入 37 ℃、5%的 CO2 培
养箱中。倒置相差显微镜观察细胞生长、增殖与分化情况。 
1.2.2 神经干细胞的换液与传代 
原代培养 3 d 后半量换液,超净台内使用移液管将培养瓶中 50%的培养液析
出，然后添加等量的 DMEF/F12 完全培养基，放到 37 ℃、5%的 CO2 培养箱中。
原代培养至第 7d，收集细胞悬液于 50 mL 离心管中，以 1000 r/min 离心 5 min，
弃上清。加入新鲜的 DMEF/F12 完全培养基重悬，用抛光的改良式巴氏吸管轻
轻吹打细胞液，分瓶装，送入 37 ℃、5%的 CO2 培养箱中。3d 半量换液，7d 左
右视细胞球直径大小、生长状态等情况进行传代。 
1.2.3 神经干细胞的鉴定 
1）取原代培养的第 3 代 NSCs，接种于已被多聚赖氨酸包被玻片的 24 孔板中，
送入培养箱内培养 1.5-3.0 h； 
2）待大部分悬浮细胞球贴壁后，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min； 
3）4%多聚甲醛固定 15 min； 
4）PBS 冲洗 3 次，每次 5 min； 
5）0.4% Triton X-100 处理 30min； 
6）PBS 漂洗 3 次，每次 5 min； 
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